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略語 
 
Apoptosis Signal-regulating Kinase 1: ASK1 
AC : astrocyte 
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II : CaMKII 
Cyclic AMP-responsive element binding protein : CREB 
4',6-diamino-2-phenylindole : DAPI 
diothylpyrocarbonate : DEPC 
Extracellular signal- regulated kinase : ERK 
Fluoro Jade B : FJB 
Glutamate receptor : GluR 
The International League Against Epilepsy : ILAE 
c-jun N-terminal kinase : JNK 
glial fibrillary acidic protein : GFAP 
long term depression : LTD 
mitogen-activated protein kinase : MAPK 
MAP kinase-activated protein kinase : MAPKAPK 
MAPK/ERK kinase kinase : MEKK 
mitogen-activated protein kinase kinase : MKK 
N-methyl-D-aspartate : NMDA 
Phosphate buffered saline : PBS 
Paraformaldehyde : PFA 
Reverse transcriptase : RT 
TGF-β-activated kinase 1 : TAK1 
 
 
 
 
 
 
 
 
１．要約 
 
本研究は、p38a+/-マウスを用いてp38がカイニン酸誘発性のてんかん、
および神経細胞死にどのように関わっているかを解析することを目的としたも
のである。 
p38a+/-マウスはカイニン酸誘発性のてんかんに対し抵抗性を示した。
脳波解析の結果から、p38a+/-マウスではカイニン酸投与後に認められる異常脳
波の出現頻度が WT に比べ抑制されていた。 
さらに、てんかんに伴い WT の海馬において顕著に認められた神経変性、反応
性 astrocyte の出現、および海馬 CA3 領域•上昇層における苔状繊維の異常発芽
は p38a+/-マウスの海馬においては抑えられていた。p38a+/-マウスがカイニン酸
誘発性のてんかんに対し抵抗性を示した機序の一つとして、神経細胞における
CaMKII を制御する Ca2+シグナルを介したものが考えられた。 
これらの結果より p38aはてんかん発作およびてんかん発作による神経変性にお
いて重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．序論 
 
【1】Mitogen-activated protein kinase について 
Mitogen-activated protein kinase (MAPK)とは、細胞外の様々な刺激によ
り活性化する細胞内タンパク質リン酸化酵素で、哺乳類には Extracellular 
signal-regulated kinase (ERK), c-jun N-terminal kinase (JNK), p38 の３つが存在する
ことが知られている。MAPK の特徴としては、1) Proline-directed Ser/Thr kinase
であり、保存されたアミノ酸配列：Pro X Ser/Thr Pro をターゲットとすること、
2) common docking (CD) site を持ち、CD site を介して MAPK の基質もしくは
MAPK を基質とする酵素と相互作用すること、3) 特異的な MAPK kinase により
dual phosphorylation（MAPK の分子内に存在する TXY motif の threonine と tyrosine
が同時にリン酸化）をうけ活性化されることにより、細胞質から核内へ移行す
ること、などが挙げられる (1-3)。 
MAPKのうちERKが細胞増殖因子の刺激等により活性化するのに対し、
p38 は JNK と同様にストレス応答性シグナルとして知られ、サイトカインや紫
外線照射等のストレスにより活性化される (4)。p38 には、α,β,γ,δの 4 つの
サブタイプが存在する (5)。αおよびβは全身に広汎に分布し、αは白血球細胞
や内皮細胞をはじめとして多くの細胞で高頻度に発現しており、βは内皮細胞
で高頻度な発現が確認されている。一方、γは骨格筋に、δはマクロファージ、 
T 細胞、好中球に選択的に発現していることが知られている。したがって、そ
れぞれのサブタイプの局在から、それらが機能分担をしている可能性が示唆さ
れるが、4 つのサブタイプの中でも、特に p38αが広汎にかつ高頻度に発現し、
p38 の様々な機能を網羅的に演じていることが示唆されている。 
p38 の情報伝達経路としては、まず細胞外からの刺激に応答して、
MAPK kinase kinase である ASK1/TAK1/MEKK が活性化し、MAPK kinase である
MKK3/6 をリン酸化する。さらに、この活性化された MKK3/6 が p38 をリン酸
化し活性化する。活性化 p38 は、細胞質から核内へと移行し ATF-2 に代表され
る転写因子をリン酸化・活性化する一方で、細胞質内においてもさらに下流の
MAPKAPK2/3 等の kinase をリン酸化・活性化する (6)。 
MAPK の生理作用に関する研究は ERK を中心として行われてきた。
MAPK の中では最も発見時期が新しい p38 の生理的意義の解明は、p38 が白血
球細胞に発現する特殊な MAPK という当初の認識も手伝って、ERK に比べかな
り遅れていた。最近になり、p38 が生体に広く存在し固有の制御様式と生理作用
を有することが示され、特に、アポトーシスや炎症反応において中心的な役割
を演ずることが in vitro の解析を中心として明らかになってきた (7)。また、p38
α欠損マウスが作製され (8, 9)、そのマウスを用いた研究から、p38 が接触性皮
膚炎、血栓形成、肺への癌転移等、多岐に渡る病態に関わっていることが報告
された (10-12)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年、中枢において、p38 は神経細胞死  (13)や海馬の Long term 
dpression (LTD) に関与している (14) ことが in vitro の解析を中心に報告されて
いる。しかしながら個体レベルで、中枢神経系疾患および障害における p38 の
機能を解析した報告は極めて少ない。そこで、本研究では p38α欠損マウスを用
いてカイニン酸誘発性てんかんにおける p38 の関与様式を探った。 
 
【２】てんかんの発症 
てんかんは、人口の 1%が患者と診断される最も頻度の高い神経疾患の
一つである。中枢神経には興奮性神経細胞と抑制性神経細胞が存在し、興奮性
神経伝達物質としてもっとも主要なものは、glutamate とその類縁アミノ酸であ
り、脳内の全シナプスのほぼ 40％で放出されていると考えられている (15)。ま
た、その興奮を抑える抑制性神経伝達物質としては glycine、GABA が主に知ら
れており、それぞれ独自の受容体を介して刺激伝達に関与する。神経細胞膜に
は ionic チャンネルが存在し、Ca2+、Na+  および K+ の透過が興奮および抑制に
関わっている (16)。また神経細胞以外に、グリア細胞が存在し、神経細胞への
栄養供給や神経細胞の構造維持、中枢神経障害時のサイトカイン産生等を行っ
ている (17-19)。このような脳内環境下において神経細胞の刺激伝達のバランス
が調整されており、この電気的バランスが破綻することにより、てんかんが発
症すると考えられている (20-22)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
てんかんの発症原因としては、脳腫瘍、脳形成異常などのマクロな器
質的病変によるものと、分子レベルでの機能的異常によるものが考えられる 
(23)。例えば、後者の機能的異常には遺伝子異常が関与しているものがあり、
Ca2+ チャンネル 、Na+ チャンネル および K+ チャンネル等のチャンネルの変異、
acetylcholine 受容体や GABA 受容体等の受容体の変異が報告されている (24, 
25)。 
 てんかんを誘発する物質としては、glutamate アナログである kainate、 
muscarinic receptor 3 作動薬である pirocarpine、 GABA-A receptor ブロッカーで
ある picrotoxin および pentylenetetrazole、glycine receptor 拮抗薬である strychnine
等が知られている (26-29)。 
本研究で用いたカイニン酸投与によるてんかんは、pyknosis や神経細胞
<国立精神・神経センターHP から引用＞ 
死に伴う錐体細胞の脱落、上昇層へ投射する苔状繊維の異常発芽といった海馬
硬化を引き起こす (30-32)。人における難治性てんかんも同様に海馬硬化を伴い、
外科的処置を必要とする。難治性てんかんの非外科的治療法が可能になれば、
患者の QOL に大きく貢献することができる。そこで本研究では、カイニン酸投
与によるてんかんモデルマウスを作成し、p38 に焦点を当て、難治性てんかんの
新たな成因機構を探った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．実験方法 
 
3-1 ) 動物 
千葉大学および理研の動物ガイドラインに基づいて動物を使用した。
p38α+/-雌マウスを C57BL/6J 雄マウス（埼玉動物実験）と掛け合わせ、p38α+/+ 
(wild type; WT) および p38α+/-マウスを作製した。その子孫（＞8 世代）のマウ
スの尾より DNA を抽出し、PCR を用いて genotype を判別した。PCR には３つ
の primer を用いた。用いた primer は以下の通りである：A, 5’-CCCTATACTCC 
CTCTCTGTGTAACTTTTG-3’; B, 5-CCCAAACCCCAGAAAGAAATGATG-3’; C, 
5’-TTCAGT GACAACGTCGAGCACAGCTG-3’。PCR 反応は、３つの primer を用
いて、1 cycle 94℃、5 分間、引き続き 94℃30 秒、55℃30 秒、72℃1 分間を
35 cycle、extension step を 72℃1 分間として行い、800bp および 450bp の fragment
を作製した。Genotype 判別後、8~12 週令雄性マウスを実験に供した。 
 
 3-2 ) てんかんモデルと行動解析 
マウスにカイニン酸（PBS に溶解；Sigma）20 mg/kg または 30 mg/kg を腹
腔内投与し、3 時間行動を解析した。行動解析は Morrison らの方法に従い (33)、
1~6 に scoring した。 
Score 1, exploring, sniffing, and grooming ceased and mice became motionless.  
Score 2, forelimb and/or tail extension, giving the appearance of a rigid postural 
tone.  
Score 3, myoclonic jerks of the head and neck, with brief twitching movements. 
Score 4, forelimb clonus and partial rearing.  
Score 5, forelimb clonus, rearing and falling.  
Score 6, generalized tonic-clonic activity with loss of postural tone, often resulting 
in death. 
 
 3-3 )  脳波解析 
中村らの方法に従い (34)、電極を外科的処置により 8~12 週令雄マウスの
脳に取り付け、無麻酔下にて脳波を測定した。脳波測定はカイニン酸 20 mg/kg
を投与する 2 時間前の pm 4:00 から翌朝 7:00 まで行い、記録には Power Lab (AD 
Instrument) を用いた。脳波の Baselineはカイニン酸投与前 2時間の脳波と定め、
解析は Chart (AD Instrument)を用いて行った。てんかんの duration は、high 
amplitude（baseline の２倍以上）および high frequency（6 Hz 以上）を示す脳波
が 5 秒間以上続くものをてんかんと判定して解析した。  
なお、コントロールとして、WT および p38α+/-マウスに PBS を投与してんかん
モデル同様に脳波測定を行い、ともに異常脳波は認められないことを確認した。 
 
 3-4 )  組織所見 
avertinine 麻酔下、マウス左心室より ice cold PBS および 4% paraformaldehyde 
(PFA) を灌流し、脳を摘出した。その後 24 時間、4℃にて 4% PFA 内で固定し、
厚さ 30μm の coronal 切片をビブラトーム(Leica)を用いてより作製した。切片
は Hematoxylin-eosin 染色、及び免疫化学染色に供した。 
 
  3-5 )  神経変性 
coronal 切片を Fluoro Jade B (chemicon) (35, 36) 、及び astrocyte の指標とな
る glial fibrially protein (GFAP)の抗体を用いて染色した。また核染色には
4’6-Diamino-2-phenylindole (DAPI; sigma)を用いた。 
 
  3-6 )   苔状繊維の異常発芽 ( Timm’s 染色 ) 
WT および p38α+/-マウスより麻酔下、ice-cold PBS で左心室より灌流後、
脳を摘出し、0.4% Sodium sulfide solution (pH 7.4)に 2 時間、4℃にて浸した。そ
の後、8 時間 4℃にて 4% PFA を用いて固定し、ビブラトーム（Leica）にて 20
μm 切片を作製し、poly-L-Lysine でコートしたスライドグラス (MATSUNAMI)
上に組織を貼付け、70%、80% ethanol にて脱水した。硫酸銀染色は、水橋らの
方法 (37) に従い行った。 
 
  3-7 )  Immnoblot analysis 
WT および p38α+/-マウスより麻酔下、ice-cold PBS で左心室より灌流後、脳を
摘出し、取り出した海馬を M2 buffer (20 mM Tris, pH 7.6; 0.5% NP40, 250 mM 
NaCl, 3 mM EDTA, 3 mM EGTA, 2 mM  DTT, 0.5 mM PMSF, 20 mM 
b-Glycerophosphate, 1 mM sodium vanadate, 1 mg/ml Leupeptin)中で polytron を用い
て、ホモジナイズした。15000 rpm 10 分、4℃にて遠心後、上清のみ回収し protein 
sample とした。その Protein sample を SDS sample buffer に溶解後、10% SDS-PAGE
を用いて電気泳動により分離し、  PVDF membrane (Milipore)に transfer した。
その後、anti phospho-CaMKII 抗体、anti-CaMKII 抗体、anti-β-actin 抗体、anti-c-fos
抗体を用いて、Western blot を行った。 
  
  3-8 )  Coronal section における c-fos 発現 
4.に従い作製した脳切片に anti-c-fos 抗体および ABC kit (vecstain)を用いて、
ABC 法による組織染色を行った。 
 
  3-9 )  RNA 抽出 
 マウスより、麻酔下 ice-cold PBS で左心室より灌流後、脳を摘出し、取り出し
た海馬をドライアイスを用いて急速凍結した。その後、各海馬に ISOGEN
（WAKO）を加え polytron を用いてホモジナイズした。その後 CHCl3 を加え
15000 rpm 15 分、4℃にて遠心し、上層（水槽）を回収し、2-isopropanol を加え
た。その 5 分後 15000 rpm 10 分、4℃にて遠心し、上層を除去し沈殿に 70％ 
ethanol/DEPC を加えた。15000 rpm 5 分、4℃で遠心後、上清を除去し 100% 
ethanol で沈殿を洗った後、15 分室温にて風乾した。その後、DEPC 処理水に溶
解し RNA sample とした。 
 
  3-10 )  RT-PCR によるカイニン酸受容体の発現 
抽出した RNA に Reverse transcriptase (GIBCO)、RNase inhibitor (invitrogen) 、 
Oligo dT (invitrogen), RT- buffer (GIBCO), DTT, dNTP を用いて、42℃60 分間、
97℃300 秒で cDNA を作製した。その cDNA に、GC buffer, dNTP, Taq polymerase
（Takara）,TE buffer (10 mMTris-Cl , 1mM EDTA ), primer (sigma)を用いて PCR 反
応を行った。用いた primer は以下に示す通りである。 
 
 GluR5c  sense primer : 5’-AGCCATGAGGGGATCCAAAG-3’  
GluR5c   antisense primer : 5’-TCTCTACACCAAGGCTTTCTG-3’  
  
 GluR6   sense primer : 5’-AAAGGCTATGGTGTTGGCAC-3’ 
 GluR6a  antisense primer : 5’-TTCTTCCACCATGGCGCTAC-5’  
 GluR6b  antisense primer : 5’-GATGGTATGGTGGCACTAAC-3’  
  
 KAR1   sense primer : 5’-TTCCTGCTTGGCTCTTGATG-3’ 
 KAR1   antisense primer: 5’-TCTCTGGAGTTGGAACCTGAC-3’  
 
 KAR2   sense primer : 5’-TGCTGCTGCTGCTGATAGTC-3’  
 KAR1   antisense primer : 5’-AGCCCAGGATGTTGGAGGAG-3’  
PCR の反応条件は以下の通りである。 
 GluR5c: 94℃ 3 分／1 cycle, 
 GluR5c: 94℃ 45 秒, 56℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／34cycle,  
 GluR5c: 72℃ 5 分／1 cycle 
 GluR6a: 94℃ 3 分／1 cycle, 
 GluR5c: 94℃ 45 秒, 58℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／34 cycle,  
 GluR5c: 72℃ 5 分／1 cycle  
 GluR6b: 94℃ 3 分／1 cycle, 
 GluR5c: 94℃ 45 秒, 56℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／34 cycle ,  
 GluR5c: 72℃ 5 分／1 cycle 
 GluR6a: 94℃ 3 分／1 cycle,  
 GluR5c: 94℃ 45 秒, 58℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／32 cycle, 
 GluR6a: 72℃ 5 分／1 cycle 
 GluR6b: 94℃ 3 分／1 cycle, 
 GluR5c: 94℃ 45 秒, 56℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／32 cycle,  
 GluR5c: 72℃ 5 分／1 cycle  
  KAR1: 94℃ 3 分／1 cycle,  
  KAR1: 94℃ 45 秒, 56℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／32 cycle,  
  KAR1: 72℃ 5 分／1 cycle 
  KAR2: 94℃ 3 分／1 cycle, 
  KAR1: 94℃ 45 秒, 58℃ 45 秒, 72℃ 45 秒／34 cycle,  
  KAR1: 72℃ 5 分／1 cycle 
 PCR 産物は 1.5% agarose gel を用いた電気泳動後、ethidium bromide 染色によ
り紫外線照射下で、検出された。 
  
  3-11 )  抗体 
anti-GFAP mouse monoclonal antibody conjugatedCy3 (sigma), anti phospho-CaMKII 
rabbit polyclonal antibody (Cell signaling), anti-CaMKII rabbit polyclonal antibody 
(Chemicon), anti-β-actin mouse monoclonal antibody (sigma)、anti-c-fos rabbit poly 
clonal antibody (Calbiochem) 
 
  3-12 ) 統計 
two-way ANOVA および Student’s-T-test を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．結果 
 
 4-1 ) てんかんの行動解析および脳波解析 
カイニン酸投与後 3 時間の行動を 6 段階で scoring した (table 1) 。30 
mg/kg のカイニン酸の投与により引き起こされたてんかんにおいて、WT に比べ
て p38α+/-マウスの maximum seizure scoreは有意に抑制されており ( WT, 5.5±
0.38 ;  p38α+/-, 3.4±0.78 )、 mortality rate も減じられていた ( WT, 62.5% ; 
p38α+/-,  25% )。20 mg/kg のカイニン酸投与により引き起こされたてんかん行
動においても同様に WT に比べ p38α +/-マウスのでは軽減されていた 
( maximum seizure score: WT, 4.5±0.15 ;  p38α+/-, 3.7±0.23 ), ( mortality rate: 
WT, 20% ;  p38α+/-, 12.5% )。 
脳波解析の結果、カイニン酸投与により認められる high frequency、high 
amplitude の異常脳波 (38) は、WT ではカイニン酸投与後 3 時間以降 13 時間ま
で持続していたのに対し、p38α+/-マウスではてんかんの持続時間が減少してい
た ( Fig 1A )。また high amplitude の異常脳波の frequency をカイニン酸投与後の
各時間において求めたところ、WT に比べ p38α+/-マウスは低い frequency を示
していた ( Fig1B )。これらの結果より、p38α+/-マウスはカイニン酸誘発性てん
かんの発症に対し、抵抗性を示すことが明らかになった。また、カイニン酸投
与後に認められる異常脳波が、p38α+/-マウスでは抑制されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table1 
Table I: Maximum seizure score and mortality rate after administration of kainate. 
 
Genotype        dose (mg/kg)     maximum score    mortality rate 
WT   (n=8)    30          5.5 ± 0.38   5/8  (62.5%) 
p38a+/- (n=8)    30          3.4 ± 0.78 *  2/8   (25%) 
WT   (n=50)    20          4.5 ± 0.15        10/50  (20%) 
p38a+/- (n=32)    20          3.7 ± 0.23 ** 4/32  (12.5%) 
 
Kainate were injected into mice intraperitoneally. The activities were monitored for 3 h 
after administration of kainate (20 mg/kg or 30 mg/kg) as described in MATERIALS 
AND METHODS. Mortality rate are represented as number of dead/number of epileptic 
mice. Maximum scores are mean ± SEM. *p<0.05 compared to WT mice (kainate 30 
mg/kg), **p<0.05 compared to WT mice (kainate 20 mg/kg); (Student’s t-test). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        a) 
           
       
         b) 
 
            
 
 
 Figure 1: Seizure assesment by EEG. EEG was recorded for 13 h after administration 
of kainate (20 mg/kg) in WT (open circles) and p38a+/- littermates (closed circles). Data 
are mean ± SEM (n=4). *Significantly different from p38a+/- mice (P < 0.05, two way 
ANOVA test). a) The seizure duration ratio (/h). b) Frequency of spike (> 2x baseline).  
 
 
 
 4-2 ) 病理所見 
カイニン酸投与から１週間後の脳組織所見を WT および p38α+/-マウ
スで比較した ( Fig 2 )。WT では実質においてスポンジ様所見が顕著に認められ、
海馬の錐体細胞層 CA1 および CA3 の両領域で pyknosis、および錐体細胞の脱落
が認められたのに対し ( Fig 2 C, G )、p38α+/-マウスにおけるそれらの所見は明
らかに抑制されていた ( Fig 2 D, H )。また、神経細胞の変性および反応性
astrocyte の出現を確認する目的で、神経細胞変性に特異的に染色性を示す FJB 
(35, 36)、および astrocyte のマーカーである GFAP の抗体を用いて組織染色を行
った(Fig 3 )。錐体細胞層 CA1 および CA3 の両領域において WT では顕著な FJB
への染色性が認められたのに対し ( Fig 3 E,G)、p38α+/-マウスでは FJB の染色
性が顕著に認められなかった ( Fig 3 F,H )。また、海馬における反応性 astrocyte
の出現が WT では顕著に認められたのに対し ( Fig 3 E,G )、p38α+/-マウスでは
減じられていた ( Fig 3 F,H ) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
        
 
 
 
Figure 2: Histopathological findings of neuronal damages induced by kainate. 
Histological features of pyramidal cells with pyknotic nuclei, shrunken and severe 
damages were found in the CA1 (C) and CA3 (G) regions of hippocampus of WT mice 
administered with kainate (20 mg/kg). Those pathological indexes in the CA1 (D) and 
the CA3 (H) were apparently reduced in p38a+/- mice administered with kainate. There 
was no difference between PBS-treated WT (A, E) and p38a+/- (B, F) mice. Each 
section was stained with hematoxylin-eosin. Bar represents 100 µm. Similar results 
were confirmed in four independent experiments.  
 
 
 
 
 
 
 
                
 
 
 
Figure 3: Histopathological findings of neuronal damages and appearance of reactive 
astrocytes induced by kainate. FJB-positive neuronal cells and GFAP-positive 
astrocytes were found in the CA1 (E) and CA3 (G) regions of hippocampus of WT mice 
administered with kainate (20 mg/kg). Those cells were rarely found in the CA1 (F) and 
the CA3 (H) of p38a+/- mice administered with kainate. DAPI-staining showed the 
profiles of pyramidal cell layers in the CA1 (A, B) and the CA3 (C, D). Bar represents 
100 µm. Similar results were confirmed in six independent experiments. 
 
 
 
 4-3 ) 苔状繊維の異常発芽 
てんかん患者やてんかんモデルの海馬では、苔状繊維の上昇層への異
常発芽が顕著に認められる (31, 32, 39-41)。カイニン酸投与から 1 週間後の海
馬における苔状繊維の上昇層への異常発芽をWTおよび p38α+/-マウスで比較し
たところ、WT で顕著に認められた苔状繊維の上昇層への異常発芽は p38α+/-マ
ウスにおいて認められなかった ( Fig 4 )。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
   
            
   
 
Figure 4: Abnormal mossy fiber outgrowth. Ectopic innervation of the mossy fiber into 
the stratum oriens of the CA3 of hippocampus was observed in WT mice (C) but not in 
p38a+/- mice (D) 1 week after administration of kainate (20 mg/kg). There was no 
difference in the mossy fiber staining between WT (A) and p38a+/- mice (B) injected 
with PBS. Bar represents 100 µm. P means pyramidal cell layer. Lines represent the 
border between the pyramidal cell layer and the stratum oriens. Similar results were 
confirmed in three independent experiments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-4 ) カイニン酸誘発性てんかんにおける神経発火と Ca2+シグナル 
神経発火の指標として知られる c-fosの inductionをカイニン酸投与後の
WT および p38α+/-マウスの海馬において比較した（ Fig 5 ）。 
WT およびではカイニン酸投与後、3 時間後に c-fos の induction はピークをむか
えた。また p38α+/-マウスは WT 同様に 3 時間後に c-fos の induction はピークを
むかえたものの、WT に対しその induction は明らかに減じられていた (Fig 5a)。 
また、カイニン酸投与 3 時間後に発現誘導された c-fos の局在を組織切片を用い
て、免疫組織化学的に比較検討した(Fig 5b)。WT および p38α+/-マウスどちらの
海馬においても歯状回・顆粒細胞層、錐体細胞層 CA1 および CA3 領域で c-fos
の induction が確認された。しかしながら、c-fos 様免疫反応性は WT マウスに比
して p38α+/-マウスでは減じられていた。 
神経終末において神経伝達物質の放出および神経の可塑性に関与することが報
告されているCaMK IIの活性化 (42, 43)をWTおよび p38α+/-マウスの海馬で比
較したところ、WT、p38α+/-マウスともにカイニン酸投与後 3 時間後に CaMK II
の活性化はピークをむかえたが、WT に比較し p38α+/-マウスではその活性化が
減じられている傾向にあった（ Fig 6 ）。 
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Figure 5: Time-dependent induction of c-fos in the hippocampus after injection of 
kainate. a) Typical profiles of c-fos in the hippocampus from WT (W) and p38a+/- mice 
(H) administered with kainate (20 mg/kg). Similar results were confirmed in three 
independent experiments.  b) c-fos positive neuronal cell were found in the DG, CA1 
(C) and CA3(D) regions of hippocampus of WT mice administered with kainate (20 
mg/kg). Those cells were rarely found in the DG, CA1 (E) and the CA3 (F) of p38a+/- 
mice administered with kainate. Bar represents 100 µm. 
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Figure 6: Time-dependent phosphorylation of CaMKII in the hippocampus after 
injection of kainate. A) Typical profiles of CaMKII phosphorylation in the hippocampus 
from WT (W) and p38a+/- mice (H) administered with kainate (20 mg/kg).  The same 
protein extracts were subjected to Western blotting with anti-CaMKII antibody for 
determination of the amount of CaMKII as an internal control. B) Time-dependent 
relationships for kainate-induced increase in CaMKII phosphorylation. Each value is 
expressed as percentages of CaMKII phosphorylation in the hippocampus from WT 
mice without the kainate administration. Each value results from three independent 
experiments.  
 
 4-5 ) カイニン酸受容体の発現 
イオン型グルタミン酸受容体の GluR5, GluR6、また kainate receptor1, 2 
( KAR1/2 ) はカイニン酸受容体のうち、カイニン酸誘発性てんかんおよびそれ
に伴う神経細胞死に密接に関与することが知られている (44, 45)。それらのイ
オン型グルタミン酸受容体の発現を RT-PCR を用いて WT および p38α+/-マウス
の海馬において比較したが、各受容体の発現に差は認められなかった ( Fig 7 )。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 
 
Figure 7: Kainate receptor mRNA expression in hippocampus. Total RNA were 
prepared from the hippocampus of WT and p38a+/- mice. PCR product were subjected 
to 1.5% agarose gel electrophoresis and visualized by staining with ethidium bromide. 
Similar results were confirmed in three independent experiments.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５．考察 
  
p38 の中枢における生理的機能に関しては、これまで in vitro の研究を中心に解
析されており、p38 が NMDA 受容体シグナルの下流でアポトーシスに関与する
こと(13, 46)や、海馬における long term depression (LTD)に関与すること (14) が
報告されている。しかし、p38 の中枢における機能および病態生理的意義は、個
体レベルでは依然として不明な点が多い。そこで、本研究ではカイニン酸によ
るてんかんモデルを作製し、WT および p38α+/-マウスをこれに供し比較するこ
とで、p38 の中枢障害時の役割を検討した。数あるてんかん誘発物質の中でも、
カイニン酸投与によるてんかんモデルは、研究の歴史も長く、また海馬におい
て顕著な神経細胞死、苔状繊維の異常発芽を引き起こし、てんかん患者で認め
られる海馬硬化と同様の病理所見を示す。モデル作製法も簡便で、人における
難治性てんかんをミミックする有用なてんかんモデルである。 
 
5-1 )  p38αとカイニン酸誘発性てんかん発症への影響 
本研究の結果に示したように、p38α+/-マウスがカイニン酸誘発性てん
かんに対し顕著な抵抗性を示すことが明らかとなった。特に、WT と p38α+/-マ
ウスにおけるてんかん行動の差を詳細に探る目的で行った脳波解析では、カイ
ニン酸投与後の短時間の間に、WT と p38α+/-マウス間で異常脳波の頻度に顕著
な差が確認された。このことは、両者で神経細胞の発火に差がある可能性を示
唆した。そこで、神経発火と密接に関連する Ca2+シグナルに注目した。 
 
5-2 )  p38 と神経発火に関連する Ca2+シグナルとの関連 
 神経細胞では、発火に伴い主に NMDA 受容体および電位依存性 Ca2+ 
チャンネルを介して細胞内に Ca2+が流入し、その Ca2+により活性化された
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) が転写因子である
cAMP-responsive element binding protein (CREB)のリン酸化を介して、c-fos 遺伝子
の転写活性を上昇させることが知られている（47）。すなわち、CaMKII のリン
酸化と c-fos の発現誘導は、神経発火をモニタリングする指標となり得る。本研
究において、カイニン酸負荷時の海馬での CaMKII のリン酸化と c-fos の発現誘
導が、WT マウスに比べ p38α+/-マウスで減じていた事実は、p38αが神経発火
に準じた Ca2+シグナルを調整している可能性を示唆した。また、カイニン酸に
応答し、てんかん発症に関与すると考えられている神経細胞上のイオン型
glutamate 受容体の発現が WT および p38α+/-マウスで差がなかったことから、
p38α+/-マウスのカイニン酸に対する反応性の低下が、少なくとも受容体の発現
レベルに起因するものではないことが明らかとなった。 
 
5-3 )  p38αシグナルの下流と CaMKII の役割 
 これまでに、CaMKII と p38 の関係については、CaMKII のリン酸化に
より MAPK kinase kinase である apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)を介し
て p38 が活性化し、神経細胞死に関与していることが in vitro の解析から報告さ
れている (48)。また、流入した Ca2+により活性化された p38 は、その下流の特
異的基質となる kinase である MAPKAPK2 を介して CREB をリン酸化する可能
性も示されている (49)ため、CaMKII のみならず p38/MAPKAPK2 シグナルによ
っても CREB の制御を介した c-fos の発現誘導が想定される。しかしながら、本
研究で認められた p38αの内活量が減じている p38α+/-マウスで、カイニン酸応
答性の CaMKII のリン酸化が抑制されていた事実は、p38αシグナルの下流に
CaMKII が位置することを示唆しており、これまでの報告にある Ca2+/CaMKII の
下流で p38 が活性化する情報伝達経路とは逆の現象である。この興味深い現象
のメカニズムは今後検討されるべき課題である。 
 
5-4 )  p38 と astrocyte の分化誘導に対する役割 
 また、脳内において神経細胞機能を外部環境として支えるグリア細胞
の 1 つ Astrocyte（AC）は、通常は分化した星状体の形態を示しているが、障害
を受けた際に脱分化し、障害部位に遊走し、そこで増殖するとともに再分化し、
肥大化した反応性 AC を形成する (50)。この過程を通じて、神経細胞に対しサ
イトカインや神経栄養因子等を産生することで神経組織の再生／修復に関与す
ることが知られている (51, 52)。本研究においても、カイニン酸投与後の WT
の海馬には神経細胞の変性と相関して反応性 AC の出現が顕著に認められてい
たが、p38α+/-マウスの海馬では神経細胞の変性だけでなく反応性 AC の出現も
減じられていた。p38 の活性化に関わる低分子 G 蛋白質の負の調節因子である
racGAP：Abr および Bcr のダブルノックアウトマウスでは、p38 が脳内において
定常的に活性化するとともに反応性 AC の出現が確認されたことから、p38 が 
AC の肥大化に関わっている可能性が示唆されている (53)。また、浅田らの研
究から、dibutyryl cAMP による AC の分化誘導は p38 を介していることが明らか
にされている（data not shown）ことから、p38 は AC の分化、脱分化の移行の過
程に関与し、結果として、カイニン酸および glutamate による神経変性に間接的
に影響を与えている可能性も考えられる。したがって、中枢神経系障害時の個
体反応における神経細胞内 p38 と AC 内 p38 についての機能連関は、興味深い
テーマとして今後のさらなる検討を必要とする。 
 
5-5 )  抗 p38 ストラテジーに基づく新たな薬物療法への期待 
 てんかんは、現在人口の 1％が患者と診断される最も頻度の高い神経疾
患の一つである。てんかんは、acetylcholine、glutamate 等の興奮性神経伝達物質
や、GABA、glycine 等の抑制性神経伝達物質を介し興奮性神経細胞、抑制性神
経細胞、グリア細胞による刺激伝達のバランスが破綻し、興奮性が有意になる
ことにより発症すると考えられているが、その発症に関してまだ不明な点が多
い。てんかんの治療には、主に薬物療法が用いられる。現在、てんかん発作に
用いられる薬物は、GABA 受容体作動薬、Na+ チャンネル または Ca2+ チャン
ネルブロッカーや GABA transaminase 阻害剤である (54)。これらの薬物療法が
奏功しない場合、また器質的病変が明らかである場合、外科的療法の対象とな
る。てんかん発作は、臨床的に細かく分類されており（International League Against 
Epilepsy: ILAE による）(55)、それらの内、どのタイプのてんかんに p38 が密接
に関与しているのかは現段階では不明である。しかしながら、glutamate による
神経細胞の興奮は、てんかんの種類に関わらず発症に寄与している。したがっ
て、glutamate アナログ：カイニン酸を用いた本研究から、てんかんおよびそれ
に続く神経細胞死に p38 が積極的に関与するという、新たなてんかん発症分子
機序を示したことは、意義深いと考えている。外科的療法の対象となっている
難治性てんかんに、抗 p38 ストラテジーに基づく新たな薬物療法が適用できれ
ば、患者の QOL に大きく貢献出来る可能性が広がる。すでに、血液-脳関門透過
型の p38 特異的阻害剤 (56)を用いた予備実験から、p38 を阻害することでカイ
ニン酸誘発性のてんかん発作を抑制することを確認している。今後、p38 特異的
阻害剤の難治性てんかんの治療への応用をさらに検討していきたい。 
 
 
 
 
６．総括 
 
カイニン酸投与により引き起こされる異常脳波を伴うてんかん発作と、
それに引き続く海馬錐体細胞層における神経細胞変性、および苔状繊維の異常
発芽に伴う海馬硬化は、p38α+/-マウスで有意に減じられていた。また、そのメ
カニズムの一つは、神経細胞における CaMKII の活性化制御を介することが示唆
された。 
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